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OZET

VITAMIN E’ NIN ALUMINYUM SULFAT iLE INDUKLENEN TESTiS HASARI
UZERINE KORUYUCU ETKISi

Ozal ULFANOV
Yiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD

Tez Yoneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Nazli CiL

Aralik 2018, 54 Sayfa

Aliminyumun yaptid1 testis hasarina kargi Vitamin E’nin koruyucu olup
olmamasi sperm parametreleri degerlendirilerek ve Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase dUTP Nick end Labeling (TUNEL) yontemi kullanarak incelenmesi
amaglanmistir.

250-300 gr, 40 haftalik 34 erkek sigan kullanildi: Kontrol Grubu: higbir islem
yapiimadi, Sham Grubu: 0.2 ml distile su, Vitamin E Grubu: 500 mg/kg Vitamin E,
Aliminyum Grubu: 10 mg/kg Aliminyum/0.2 ml distile su, Aliminyum+Vitamin E grubu:
10 mg/kg Aliminyum/0.2 ml distile su+500 mg/kg Vitamin E. Bitin uygulamalar 4 hafta
boyunca, haftada 3 kez intraperitoneal (ip) olarak yapildi. Cauda epididimisten alinan
sperm  ornekleri androlojik parametreler yoninden degerlendirildi.  Kesitler
Hemotoksilen/Eozin (H/E) ve TUNEL boyalariyla boyandi. H/E ile boyanan kesitlerden
seminifer tibdllerde epitel kalinhgi, alan hesabi, Johnsen skorlamasi yapildi. Germinal
epitelde TUNEL boyamayla apopitotik indeks hesaplandi.

Aliminyum+Vitamin E grubunda Kontrol grubuna gore testis agirliginda anlamli
azalma saptandi (p<0,05). Sperm sayisi, morfolojik degerlendirme, epitel ¢api, tubdl
alani ve Johnsen skorlamasinda gruplar arasinda anlamli farklihk ¢ikmadi. H/E ile
boyanan kesitlerde Kontrol, Sham ve Vitamin E gruplarinda genellikle germinal epitel
normal morfolojisini korudu. Aliminyum grubunda bazi tibdllerde germinal epitel
hicrelerinin arasinda baglantilarin koptugu, bazi tubul Iimenlerinde kimligi belirsiz
hicrelerin varligi belirlendi. Aluminyum+Vitamin E grubunda germinal epitelin bitin
seri hicreleri ve limende ise sadece olgun spermler gorildi. TUNEL pozitif hicreler
Aliminyum grubunda Kontrol ve Sham grubuna gore anlaml olarak yuksekti (p<0,05).
Aliminyum +Vitamin E grubunda apopitotik hiicre sayisi Aliminyum grubundan azdi;
Kontrol, Sham, Vitamin E gruplariyla benzerdi (p>0.05). Deneysel sigan modelinde
Vitamin E aliminyumun neden oldugu testis hasarinda apopitotik hlcre sayisini
azaltmistir (p>0.05).

Anahtar Kelimeler: Aliminyum, Vitamin E, Testis, TUNEL.

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2017SABE011)
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF VITAMIN E ON ALUMINUM SULPHATE-INDUCED
TESTICULAR DAMAGE

ULFANOQV, Ozal
M.Sc. Thesis in Histology and Embryology
Supervisor: Ast. Prof. Nazl CiL

December 2018, 54 Pages

The aim of this study is to determine whether vitamin E is protective against
testicular damage of aluminum and to examine it by using Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase dUTP Nick end Labeling (TUNEL) method.

250-300 g, 40 week old male rats were used: Control Group; Nothing done,
Sham Group: 0.2 ml distilled water, Vit E Group: 500 mg / kg vit E, Aluminum (Al)
Group: 10 mg / kg Al / 0.2 ml distilled water, Al + Vit E group: 10 mg / kg Al / 0.2 ml
distilled water + 500 mg / kg vit. E. All treatments were performed intraperitoneally (ip)
3 times a week for 4 weeks. Sperm samples taken from cauda epididymis were
evaluated in terms of andrologic parameters. The slides were stained with Hematoxylin
/ Eosin (HE) and TUNEL method. Epithelial thickness, area calculation, Johnsen
scoring were performed on H / E stained tissue sections. Apoptotic index was
calculated by TUNEL staining in germinal epithelium.

Al + Vit E group had a significant decrease in testicular weight compared to
group K (p <0.05). No significant difference was found between the groups in terms of
sperm count, morphological evaluation, epithelial diameter, tubule area and Johnsen
scoring. In sections stained with H / E, the germinal epithelium generally retained
normal morphology in groups K, S and vit E. In the Al group, it was observed that
connection between the germinal epithelial cells were broken in some tubules and also
the presence of unidentified cells in some tubule lumens was determined. In Al + Vit E
group, all spermatogonial cells of the germinal epithelium and only mature sperm are
seen in the lumen. TUNEL positive cells were significantly higher in AL group compared
to K and S groups (p <0.05). In the Al + Vit E group, the number of apoptotic cells was
less than the Al group; similar with the K, S, Vit E groups (p> 0.05). In the experimental
rat model of the testicular damage caused by aluminum, vit E decreased the number of
apoptotic cells.

Keywords: Aluminium, Vitamin E, Testes, TUNEL.

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2017SABEQ011.
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tezin yazim asamasinda bilgi ve deneyimlerini bizimle paylasan Pamukkale
Universitesi Tip Fakdiltesi Anatomi Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Esat
ADIGUZEL’ e sonsuz sayg! ve tesekkurlerimi sunarim.
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Embriyoloji Anabilim Dal baskani Prof. Dr. Gilgin METE ve anabilim dali hocalarina,
deneylerimde yardimlarini esirgemeyen asistan arkadaslarim Ars. Gor. Semih Tan,
Ars. Gor. Mutlu Yaka ve Ars. Gér. Ozen Onal’ a, Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’'nda calisan ve emegi gegen herkese tesekkir
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1. GIRIS

Erkek infertilitesi, dinya ¢apinda ciftlerin yaklasik %10-15" ini etkileyen énemli
bir saglk sorunudur (Tahmasbpour E vd 2014). Erkek infertilitesi, infertilitenin en zor
sekli olarak, cevresel etmenler, genetik defektler, fizyolojik ve endokrin yetmezlik ve
testis patolojileri gibi gesitli nedenlerle olusmaktadir. Erkek infertilitesinin %60-75’ nin
idiyopatik olmasina ragmen, hastalia genellikle kalitatif (astenospermi,
teratozoospermi ve nekrospermi) ve kantitatif (azoospermi, Kkriptozoospermi ve

oligoasthenozoospermi) anormallikler eslik eder (Sun X vd 2018).

Aliminyum (Al), en yaygin metaldir ve yer kabugunda ugUnci en yaygin
elementtir (Camargo MM vd 2009). Bu metalin iyonik formu tim doga sularinda degil
ayni zamanda hayvan ve bitki dokularin ¢odunda saptanabilir. Al dogal olarak
Aliminyum silfat ve klorir gibi bilesikler olusturmak icin diger elementlerle
kombinasyon halinde bulunur (Verstraeten SV 2008, Cheraghi E vd 2017). insanlarda
beslenme kaynakli olarak maruziyet; cesitli ticari besinlere eklenen Al tuzlari, igme
sulari sanitasyonunda c¢okeltici olarak ve gida urtnlerinin paketlenmesinde kullanilan
Al'yi gosterebiliriz. insanlar ayrica, Al'ye agilarda, ilaglarda, kozmetik Griinlerde, giines
kremi ve deodrantlarda, makyaj trinlerinde beslenme kaynakli olmayan sekillerde de
maruz kalabilirler (Bondy SC 2015, Martinez CL vd 2017). Alnin bol miktarda
bulunmasi, insanlarda maruz kalma ve buna bagl saglik sorunlari riskini arttirir (Zhang
K ve Zhou Q 2005). Yuksek miktarda Al iceren Urlnler tuketicinin organlarindaki
metalik element konsantrasyonunu arttiracak ve cesitli dokulara zarar verecektir. Buna
ek olarak, insanlarin spermatozoa ve seminal plazmasinda Al seviyesinin ylksek
olmasinin, sperm canliidini ve motilitesini azalttid1 bildirilmigtir (Guo CH vd 2005,
Yousef Ml vd 2007). 2018 yilinda yapilan bir ¢galismada Al'nin disuk dozlarinda bile

yuksek dozlari kadar erkek fertilitesi Uzerinde olumsuz etkileri oldugu saptanmigtir.



Yapilan bu calismada testis ve epididimiste histolojik 6zelliklerde ve sperm
morfolojisinde degisiklikler saptanmazken, testesteron Uretimi, sperm sayisi ve
motilitesinde disuklik saptanmistir (Mouro GSV vd 2018). Abdel-Moneim’ nin 2013
yilinda yaptigi calismada farelerde 25 mg/kg’de tek bir AICI; enjeksiyonu germ hiicre
dejenerasyonu, tubuler atrofi, spermatogonia ve primer spermatositlerde apopitotik

hucre dlumund saptamigtir (Abdel-Moneim AM 2013).

Vitamin E(vit E) potansiyel bir antioksidatif ajandir ve yagda ¢o6zuntr oldugu icin
biyolojik membranlarda bulunur (Kutlubay R vd 2007). Vit E, serbest radikal olusumunu
ve testis dokusu gibi biyolojik sistemlerde lipit peroksidasyonunu inhibe eden yagda
¢dzlnebilen bir antioksidandir. Vit E, spermatogenezi oksidatif strese karsi korur ve
erkek fertilizasyon potansiyelini artirir (Rezaie AH vd 2017). Sarkar ve arkadaslarinin
(2006) sicanlar Uzerine yaptigi ¢calismada 28 glin stresince her gun verilen vit E’ nin
(200 mg/kg) sicanlarin testis dokusu Uzerinde antioksidan etkisi olugunu bildirmislerdir
(Sarkar D vd 2006). Hasanin ve arkadaslarinin (2018) sicanlar Uzerinde yaptigi
calismada, uygulanan 400mg/kg vit E seminifer tabulin yapisi ve spermatogenez
Uzerinde antioksidan etkisi oldugunu goéstermistir. Vit E, akrilamide bagh olusan
seminifer tibll sayisi, tubul epitel kalinhgi ve epitel spermatogenik seri hiicrelerindeki

azalmayi ortadan kaldirmigtir (Hasanin NA vd 2018).

1.1. Amag

Yapilmis ¢alismalarda Al'nin yaptigi testis hasarinin sperm kalitesi Gzerine etkisi
ve yaptigi DNA hasari TUNEL yontemiyle g0sterilmistir. Bu ¢alismada Al'nin yaptigi
testis hasarina vit E'nin koruyucu etkisi olup olmadidini sperm sayisi ve morfolojisi

degerlendirilerek ve TUNEL ydntemi kullanarak incelenmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Testis Geligimi

Testisler Uriner sistemle yakin iligki halinde gelisirler ve Ug¢ kaynaktan kdken

alirlar:

e Ara mezoderm: Posteriyor abdominal duvardaki drogenital kabartilari olusturur,
miyoid hucrelerinin ve Leydig hiicrelerin kaynagidir.

e Solomik mezotelyum: Urogenital kabartilari doser ve Sertoli hiicrelerinin
kaynagidir.

e Primordiyal germ hucreleri, yolk kesesinden gelismekte olan gonadlara goég¢

ederler ve burada béllnerek spermatogonyumlara farklilagirlar.

Embriyonik donemin altinci haftasinda sirasinda primordiyal germ hicreleri
gonadlara gocu, primer seks kordonlarini olusturmak Uzere indUkler. Testis belirleyici
faktoriin etkisi altinda, gonadal kordonlar, seminifer kordonlara farklilagirlar. Seminifer
kordonlarin olusumu, Fgf-9 ve Sox-9 genlerin ekspresyonlari ile saglanir. Daha sonra,
seminifer kordonlar, seminifer tubdlleri, diz tlbdlleri ve rete testisi olusturur. 8.
Haftadan itibaren testesteronu Ureten Leydig hicreleri, seminifer kordonlari ayiran
mezenkimden geligirler. Testesteron, mezonefrik Wolf kanallarinin buyimesinden ve
farkhlagsmasindan sorumludur. Daha sonra, Wolf kanallari erkek genital sistemin
bosaltim kanallarina dénlgsur. Seminifer kordonlarin igerisinde Sertoli hiicreleri gelisirler
ve onemli hormon Miillerian-inhibe edici faktorta (MIF) dretirler. MIF, Miller kanalindaki
hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve bu inhibisyon da Urogenital kabartilarin erkek
yonunde gelisimini saglar. Testesteronun donusum urinu olan dihidrotestesteron

(DHT) dis genital organlarin gelisimi ve farkllagmasindan sorumludur. Gonadal cinsiyet



DHT’nin  bulunmadidi bir durumda dis genital organlar disi taslagi yéninde
gelismektedir (Ross MH ve Pawlina W 2014, Moore KL vd 2009).

2.2. Testis Histolojisi

2.2.1. Testis yapisi

Testisler, siki bag dokusu yapisindaki tunika albuginea kapsulu ile ¢evrilidir.
Kapsulin hemen altinda kan damarlari iceren gevsek bad dokusu tunika vaskuloza
bulunur. Kapsilden bezin icine uzanan bad dokusu yapisindaki septumlar, bezi

yaklasik olarak 250 lobiile béler.

Tunika albuginea testisin arka ytzd boyunca kalinlasir ve igeri dogru
mediastinumu olusturur. Testisin her bir loblld, testesteron salgilayan Leydig hiicreleri
ve icinde sperm Uretilen ¢ok kivriml seminifer tibdllerden meydana gelmektedir (Ross
MH ve Pawlina W 2014).

2.2.2. Seminifer tabuller

Her seminifer tibdl yaklasik 150-250 ym c¢apinda ve 30-70 cm uzunlugunda
oldukga kivrintili yapilardir. Her bir testisteki seminifer tibullerin uzunlugu 250 metredir
ve bu tlbullerde her giin 2x108 sperm uretilir. Seminifer epitel cok kath epiteldir (Sekil

2.1) ve iki tip hiicre populasyonundan olusur.

1) Sertoli hiicreleri buyuk, bolinmeyen destek hicreleridir (Sekil 2.2). Bu hiicreler
puberteye kadar ¢ogalirlar. Sertoli hiicreleri sperm hticre 6nctllerini gevreleyen
ve bu hicrelerin arasini dolduran uzantilara sahip prizmatik hicrelerdir.

2) Duzenli olarak cogalan spermatogenik seri hicreleri dort ile sekiz hicre

katmanlar icerirler ve daha sonra sperme ddnisecek olan hicreleri Uretirler.



Sekil 2. 1 Seminifer tubdller. H/E boyama, 20X biyitme. L-limen, Sp-spermatid, Sg-
spermatogonyum.

Bag dokusu yapisindaki peritiibiler doku olarak adlandirilan tunica propria
fibroblastlardan yoksundur. Tunica propria, seminifer tibulin lamina propriyasindan, 3-
5 tabaka miyoid hiicreden ve kollajen fibrillerden olusur. Miyoid hiicreler bazal lamina
ve bol miktarda aktin filamentleri icerir. Bu ylzden diz kas hicreleriyle iligkili 6zellik
gosterirler ve ritmik kasilmalari seminifer tubillerde peristaltik dalgalanmaya neden
olur. Bu ritmik kasilma spermatozoanin ve Sertoli hiicreleri tarafindan Uretilen testikuler

sivinin bogaltim kanal sistemine akigini kolaylastirir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

2.2.3. Sertoli hiicresi

Sertoli hucreleri tubdllerin  bazal laminasini olusturan uzun prizmatik
bolinmeyen hicrelerdir (Sekil 2.2). Bu hicreler, spermatogenik seri hiicrelerin mayoz

bolinmeyi tamamladiktan sonra ylzeyine tutunduklari destek htcreleridir.



Sekil 2. 2 Sertoli hiicresi. H/E boyama, 100X biyitme. Limen (L), bazal membran miyoid hiicre
(M), leydig hicre (LH), Sertoli hiicre (S), spermatogonyum (Sg), spermatosit (Ss), Sertoli
hicresine géomullu spermatidler (Sp).

Oval veya uggen sekilli 7-9 nm’lik nikleusa sahiptir. Sertoli hiicreleri bol miktarda diz
endoplazmik retikulum (ER), lizozom, mitokondri, lipit damlaciklari, glikojen grandlleri
ve az miktarda granilli ER iceririr (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Sertoli hlicresinin gorevleri:

e Spermatogenik hiicrelere metabolik ve fiziksel destek saglar.

e Kan-testis bariyerini olusturarak, spermatojenik hucreleri vicudun immdin
sisteminden korur.

e Islevsiz sitoplazma atiklarini fagosite eder.

e Uretilen spermleri tagiyan fruktoz bakimindan zengin sivi salgilar.

e Anti mdllerian hormon sentezler. Bu hormon, Miller kanalindaki hucre
bolinmesini bloke ederek gonadlarin erkek yéniinde gelisimini saglar.

¢ Androjen baglayici protein, inhibin ve transferrin sentezler.



2.2.4. Spermatogenez

Spermatogenez, puberteden kisa bir sire o©Once spermatogonyumlarin
proliferasyonu ile baglar ve yagam boyunca devam eder. Spermatogonyumdan sperm

gelisimi sureci spermatogenez olarak adlandirilir. Spermatogenezin tg farkl fazi vardir:

e Spermatogonyal faz: Bu fazda spermatogonyumlar bolunerek, primer
spermatosite farklilasacak olan spermatogonyumlar ve kendi yerine gececek
olan kok hicreleri olusturur.

e Spermatosit faz: Primer spermatositlerin iki kez mayoz bdélinmeye ugrayarak
haploid hticreli spermatid olusum surecidir.

e Spermatid faz: Bu fazda spermatidler olgun sperm hicrelerine farkhlasirlar.

Spermatogenezin son asamasinda spermatidlerin basi sertoli hicresine gdmdili
haldedir ve spermiasyon sirecinde seminifer tibul Iimenine salinirlar (Ross MH ve
Pawlina W 2014).

2.2.4.1. Spermatogonyal faz

Spermatogonyumlar ¢ok sayida mitoz bolinme gecirirler ve olusan yeni
spermatogonyumlar histolojik preparatlarda nikleus gorinimine goére farkhhklar
gosterir. insan spermatogonyumlari Gg tip olarak siniflandirilir (Ross MH ve Pawlina W
2014):

1. Tip A koyu (Ad) spermatogonyumlar: seminifer epitelin kok hucreleridir,
ndkleuslar ince kromatinli, bazofilik ve ovaldir. Mitoz bélinme ile kendi yerine
gececek olan tip Ad ya da tip A acgik (Ap) spermatogonyumlari olusturur.

2. Tip Ap spermatogonyumlar: acik boyanan nikleuslari ince kromatinli ve ovaldir.
Birkag kez bolinerek kendi sayilarini artirhrar ve daha sonra tip B
spermatogonyumlari olustururlar.

3. Tip B spermatogonyumlar: koyu boyanan yuvarlak nukleuslar vardir ve

nikleulosun gevresi boyunca kiimeler seklinde yogunlasmis kromatin bulunur.



2.2.4.2. Spermatosit faz

Bu fazda mitotik bolinme sonucunda tip B spermatogonyumlar, primer
spermatositleri olusturur. Daha sonra primer spermatositler interfaz evresine girer ve
Deoksiribo Nukleik Asitleri (DNA) replike ederler. Yani, her bir primer spermatositte
kromozom sayisi 2n, DNA miktari 4d olur. Her kromozom iki kardes kromatide yani 4d
DNA miktarina sahiptir. Primer spermatositler mayoz 1 girerek kromozom sayisini
2n’den 1n’e, DNA miktarini ise 4d’den 2d’'ye indirger. Boylece, haploid kromozoma ve
2d miktarinda DNA’ ya sahip sekonder spermatositler olusur. Mayoz 2’de interfaz
evresi olmadigi icin DNA kendini replike etmeden hicre ikinci kez kromozom sayisini
ve DNA miktarini azaltir. Bdylece her bir spermatid haploid sayida kromozoma (tek
kromatidli) sahiptir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

2.2.4.3. Spermatid faz

Spermatosit fazinin son asamasinda olusmus spermatid hiicresi kromozom ve
DNA bakimindan haploiddir. Bu fazda bdlinme gergeklesmez, spermatidler bir
farklilasma surecine girerler ve olgun spermi olustururlar. Spermatidin olgun sperme

farkhlagsmasi 4 fazda tanimlanmistir.

1. Golgi fazi. Bu fazda glikoprotein bakimdan zengin proakrozomal grandller bir
araya gelerek akrozomal vezikllu olustururlar. Daha sonra akrozomal vezikil
genigler ve spermatidin 6n kutbunu belirler. Sentriyoller akrozomal bagliktan
arka kutbuna go¢ ederler ve aksonem kompleksinin olusumunu baslatir.

2. Kep fazi. Bu fazda akrozomal vezikll, nikleusun 6n yarisini kaplayacak sekilde
akrozomal kepi olusturur.

3. Akrozom fazi. Spermin yogunlasmis c¢ekirdek iceren basi bazal laminaya,
gelisen kuyruk seminifer tibdl limenine ydnelmistir. Aksonomel kompleksin
olusumunu basglatmis olan sentriyoller daha sonra nikleusa tutunur ve
mikrotubullerin periferinde yer alan dig yogun fiberleri olusturur. Mitokondriler
boyun bdlgesinin arka kismina go¢ ederler ve kaba fibrillerin etrafinda siki,
heliks tarzinda bir kilif olusturur.

4. Olgunlasma fazi. Bu fazda spermatid kuyrugu etrafindaki fazla sitoplazma ve

rezidUel cisimcik sertoli hicreleri tarafindan fagosite edilerek olgun sperme



farkhlasir. Bu asamada spermler serbest haldedirler, yani kardes spermatidler

arasinda olan interseluler kopruler yoktur (Ross MH ve Pawlina W 2014).

2.3. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi ik kez Antoni van Leuwenhook tarafindan mikroskobun
kesfedilmesiyle tanimlanmistir. 1980 yilinda Diinya Saglik Orgliti spermlerin morfolojik
siniflandirmasini yapmistir. Kruger ile kesin kriterler (1987) kullaniimaya baglanmis ve
morfoloji ile gerek fertilizasyon gerekse gebelik oranlari arasinda bir iliski oldugu
gosterilmistir (Delilbasi L vd 2008). Normal morfolojiye sahip spermler bas, boyun ve

kuyruk 6zelliklerine gore incelenir (Sekil 2.3).

Bas: 2-3 um. en ve 4-5 pm. boyda, dizgin sinirli, oval, basin %40-%70’ ini kaplayacak
sekilde bir akrozom olmali ve vakuol icermemelidir. Bas anomalileri kigik, buyuk,

yuvarlak, uzamig, amorf, vakuolll olarak siniflandirilabilir.

Boyun: 4-5 um. uzunlugunda ve diizgiin olmali ve basin alt kismina, aksiller konumda
baglanmalidir. Boyun bdlgesinde bulunabilen sitoplazmik cisimcik basin yarisindan

daha buyuk olmamalidir.

Kuyruk: 50-55 pm. uzunlukta, kivrimlari diizgun, boyun kismindan daha ince olmalidir.
Kisa, kirik, birden fazla kuyruk, kendi ekseni etrafinda kivriimig, kalin kit gérinimla
kuyruklar kuyruk anomalileri hakkinda bize bilgi verir (Delilbagi L vd 2008), (Sekil 2.3).

Sican spermleri icin su anda standart bir siniflandirma sistemi
bulunmamaktadir. Genel olarak sperm morfolojisinin degerlendiriimesi igin kullanilan
blyUtmede, orta parcay! ayirt etmek zordur. Ayrica sigan sperminde orta parganin az
sayida anormalligi bildiriimistir. Bu nedenle, sadece bas ve kuyruk anomalileri

degerlendirilerek inceleme yapilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 insan ve sigan spermi. Diff-QUICK boyama. A insan spermi, B sigan spermi, 100X.

Anormallik 6érnekleri:
a. Bassiz sperm.

Bassiz bir kuyruk olarak gorilir. Serbest kafalar genellikle bir sperm yaymasinda

gorulur, ancak kuyruk ve kafa birlikte gérulmedikge sayilmazlar.
b. Duzlestiriimis kafa.

Alternatif isimler, kig¢ulmus kanca veya muz kafasini igerir. Bu durum, bazen

tamamen egrilik yoklugu ile basin azaltilmis egrilik dereceleri olarak gorulebilir.
c. ignebas.
Bas, bir toka veya c¢ivi basini andirir ve kapali veya egimli olabilir.
d. Kivrilmis kuyruk.

Bu genellikle, eksantrik yerlestirme olabilecedi kuyrugun ve orta par¢anin baglanti
yerinde gorulir. Bazen kuyrugun ucunun yakininda bukilme veya kivrilma olarak

gorilebilir.
e. Coklu anormallikler.

Tek bir sperm icin ¢oklu anormalliklerin gorilmesinin mimkin olduguna dikkat
edilmelidir (WEB_2. 03.09.2018).
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2.4. Aliminyumun Ozellikleri

Al, atom agirhgi 27 olan 3A grup elementidir. Oksijen ve silisyumdan sonra, yer
kabugunda (yaklasik %8) en cok bulunan elementtir (Imray P 1995). Al hafif ve
yumusak olmasi, korozyona karsi dayanikligi, elektrigi yuksek seviyede iletkenligi,
kolay sekillendiriimesi gibi Ozellikleri vardir. Bu ylzden Al, 21. Yuzyil elementi olarak
gorular ve yeni teknolojilerin etkisi ile giderek artmaktadir (Alan S 2008). Dogada Al,
cogu silikat ile iligkili ve suda ¢oziinmeyen kompleksler olusturan Al *3 olarak bulunur.
Bu komplekslerin olusumu sayesinde, Al biyoyararligi oldukga azalir. Nispeten kiguk
boyutlu Radius (0,51 A°) sahiptir. Trivalent pozitif yuklyle birlikte, Al' i komsu atomlari
Uzerinde yiksek polarize edici bir etki birakir. Bu katyonun amfoterik karakterinden
dolayi su ¢ozeltisinde hidroksil kompleksleri olusturma egilimi vardir. Fizyolojik pH'da,
Al, asidik ortamda kolayca ¢6zunebilen Al (OH)3'G olusturur. Ayrica, Al oksijen ve azot
iceren bilesiklere, 6zellikle inorganik ve organik fosfatlara ve bu tir etkilesimler yoluyla
bir¢cok biyolojik makromolekillere baglanabilir (Ganrot PO 1986).

2.5. Aliminyumun Vicuda Alinimi ve Birikimi

Metalik elementler icerisinde en yaygin olan Al yer kabugundaki bulunan
elementler igerisinde 3. siradadir (Camorga MM vd 2009). Bu metalin bol bulunurlugu
yillar igerisinde dogal ve insan kaynakh olarak artmistir. Al maruziyeti kaginilmazdir ve
gercek anlamda sonuglari genis 6lgtude bilinmemektedir (Exley C 2012, Exley C 2013).
Bu metalin iyonik formu yalnizca tim dogal sularda degil ayni zamanda hayvan ve bitki
dokularinin gogunda saptanabilir. Reaksiyonu nedeniyle, Al dogal olarak aliminyum
sulfat ve klorir (Verstraeten SV 2008, Cheraghi E vd 2017) gibi bilegikler olugturmak
icin diger elementlerle kombinasyon halinde bulunur. insanlar Al'ye beslenme kaynakli
olsun ya da olmasin maruz kalirlar. Beslenme kaynakli olarak, gesitli ticari besinlere
eklenen aliminyum tuzlarini; icme sularin hazirlanmasinda ¢okeltici olarak ve gida
drtnlerinin paketlenmesinde, depolanmasinda kullanilan Al'yi Ornek gosterebiliriz
(Fekete V vd 2013). insanlar ayrica, Al'ye asilarda, ilaclarda, kozmetik riinlerinde,

gunes kremi ve deodrantlarda, makyaj Urtnlerinde Al destekleyici olarak, beslenme
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kaynakli olmayan durumlarda da maruz kalabilirler (Bondy SC 2015, Martinez CL vd
2017). Toprak, su ve ¢ogu bitkiler Al icermektedirler. Toprak pH’nin 4,5-5’ den daha
diusuk oldugu zaman Al suda ¢6ziinebildigi icin bitki kokleri tarafinda absorbe edilebilir.
Bu nedenle bitkilerin ¢ogu Al icerirler (Kim MS vd 2001). Al, besinlere temas ile de
gecebilmektedir. Al iceren besinlere drnek olarak: islenmis peynirleri, tahil Grlnleri ve
bunlarla yapilan tathlari gosterebiliriz. Bitkisel besinlerden ise cay yluksek miktarda Al
icermektedir (Tayfur M vd 2002). Al'yi en fazla tagima potansiyeline sahip etken cegsme
suyudur (Bakar C vd 2009). insan viicuduna icme suyundan oral olarak alinan total Al
girisi %5’den daha azdir. Bu baglamda icme suyundaki Al konsantrasyonunun tolere
edile bilir miktar1 3.35x10* mg/kg’dir. Al' un bagirsaklardan geri emilimi ise %0.1-1
seviyesindedir (Deng Z vd 2000). Gastrointestinal sistem bu metale karsi bariyer gorevi
gbrmektedir. Gegirgenligi Al kimyasal formuna, pH’sina ve konsantrasyonuna baglidir
(Alfrey CA vd 1980, Rana SVS 2007).

Vicuda giren vicut agirligi basina gunlik Al miktari 0.01-1.4mg/kg’dir. Boylece,
70 kg agirhgindaki kisilerde total vicut aliminyum dizeyi 30-40 mg arasinda
degismektedir (Tayfur M 2002). 2007°de insanlar icin tolere edilebilir Al alimi (haftalik),
vicut agirligr basina 1mg Al/kg olarak belirlenmistir. Ancak, insanlarin ginlik hayatta
bu degerleri astiklari bilinmektedir (Gonzalez-Weller D vd 2010, Fekete V vd 2013).
Vicuda giren Al kemik, akciger, karaciger, beyin, kas gibi cesitli dokularda
birikmektedir. Saglkl kisilerde her gin biriken Alun yaklasik 10-40 pg bdbrekler
yoluyla atilmaktadir. Gunlik Al ahmi arttiginda bu deger farkhhk (200-500 pg)
gostermektedir. Ayrica, Al atiimi safra yoluyla da gergeklesmektedir (Bakar C vd
2009).

2.6. Aliminyum ve Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde artmis oksidatif stres, nitrik oksidin (NO) artmis dizeyi ile
alakali bulunmustur. NO, nitrik oksit sentaz enziminin (NOS) aktivitesi ile l-arjinin’den
olusur ve cok cesitli dokularda ortaya ¢ikar, bir¢ok fizyolojik ve patolojik sirecte rolu
vardir (Moncada S vd 1991). NOS ayrica hayvan testislerinde ve insan Ureme
organlarinda bulunmaktadir, bu da NO’nun steroid hormonlarin saliniminda ve
biyosentezinde aracilik ettigini ve testislerde Leydig hucrelerin islevini etkileyebilecegi

sonucunu ¢ikarmaktadir (Welch C vd 1995). NO drunlerinin yiksek seviyesi, yuksek
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doz Al ile indiklenmis testikiler hasarlarda rol oynamaktadir ve NO-iligkin ajanlar erkek

siganlarda testesteron salinimini baskiladigi bilinmektedir (Guo CH vd 2002).

in vivo ve in vitro deneysel caligmalar gostermektedir ki, yiksek Al
konsantrasyonu oksidatif strese neden olmaktadir (Sies H vd 2007). Serbest
radikallerin fazla sentezlenmesi ve antioksidanlari yetersizligi durumunda oksidatif stres
gorular. Lipit peroksidasyonu, bagisiklik, buyime ve dreme gibi fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir (Gladine C vd 2007, Dimri U vd 2010).

Aluminyumun sebep oldugu oksidatif stres bircok yolla ortaya cikabilir. Lipitlerde
olusan radikaller lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir (EI-Demerdash FM 2004).
Lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidan radikaller tarafindan alkol,
hidroksi asit, etan, pentan ve aldehid gibi cesitli Grlnlerin yikimiyla sonuclanan
reaksiyonlardir. Lipit peroksidasyon urinleri zar gegirgenligi ve akiskanhgini azaltarak
membrana bagli enzim ve reseptdrlerin inaktivasyonuna neden olur. Bu durum
organellerin yapi ve fonksiyonunu bozar (Oteiza Pl 1994, Bharathi P vd 2008).
Ortamda bulunan Al, ¢inko, demir gibi agir metaller oksidatif hasari direkt baglatmaz.
Fakat yapilan in vitro calismalarda Al-Fe aracili lipit oksidasyonunu baslattigi da
gOzlenmistir. Ortamda gecis metallerinin bulunmasinin da lipit peroksidasyonunu
hizlandirdig1 goértlmustiar. Al’nin olusturdugu oksidatif hasar sonucu olusan, serbest
oksijen radikalleri proteinlerde dekarboksidasyon, peptit baglarinin yikimina, disUlfit ve
capraz baglarin olusumuna ve akabinde proteinlerin pargalanarak aktivite kaybina
neden olmaktadir (Yerer MB vd 2000). Ayrica, olusan oksidatif hasar nukleik asitler
dizeyinde de gerceklesebilir. Bagta iyonize hidroksil olmak Uzere serbest oksijen
radikalleri nukleik asit baglarinin degisimine ve DNA iplik¢idi kinlmalarina neden
olmaktadir (Verstraeten SV 2008). Al disik dozlarda bile siperkoil yapidaki DNA'yi
geri ddénlsumsiz olarak dekondanse eder (Rao KSJ vd 1993).

2.7. Aliminyumun Toksik Etkileri

Deney hayvanlari Gzerinde ve diger invitro testlerde Al nitrat, Al klorid ve Al
sulfatin siganlarda ortalama oral letal dozu 200-1000mg/kg olarak belirlenmistir. Al'nin
norotoksik etkilerinin ise gunlik 100-200 mg/kg ortalama doz konsantrasyonunda
g6rildigu ortaya konmustur. Al gesitli mekanizmalar ile basta merkezi sinir sistemini ve

diger sistemleri olumsuz etkileyebilmektedir (Berlyne vd 1970).
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Aliminyum, beyin, kemik, bobrek ve kan gibi cesitli organ sistemlerine toksik
etkilere neden oldugu bilinmektedir (Oteiza PL vd 1993). Alzheimer hastaligi ile ilgili
cesitli enzimleri ve diger biyomolekiilleri etkileyebilecek bir cevresel faktor olarak
onerilmistir (Ferreyra MH vd 1994, Nayak P vd 2001). Al'nin dogrudan veya dolayli
etkilesimi ile beyinin farkh bdlgelerinde oksidatif strese neden oldugu 6ne sirdlmustur
(Kaizer RR vd 2005, Sumathi T vd 2011).

Beyindeki yukselmis Al seviyesinin karbonhidrat metabolizmasinda, antioksidan
savunma sisteminin inhibisyonunda ve kolinerjik sisteminde bozukluklara neden oldugu
bildirilmistir (Moumen R vd 2001, Singla N vd 2012). Hem in vivo hem de in vitro
calismalarda, Al maruziyetinin mitokondriyal fonksiyonlarda bozulmaya neden
olabilecegi gosterilmistir (Niu PY vd 2005). Birgok c¢alisma Al'nin hiicre dongusu
regllasyonu icin onemli olan cesitli genlerin ve proteinlerin ekspresyonunu
degistirebilecegini gostermistir (Kumar V vd 2009). Ayrica, Al kalsiyum homeostazinda
bozulmaya neden oldugu ve apopitotik yol ile etkilesimi de bildirilmistir. Bdylece, bu
degismis hicresel metabolik indekslerin nihayetinde néronal hiicrelerde oksidatif strese
neden olmaktan sorumlu oldugu aciktir (Yang SJ vd 2004, Walton JR 2012).

Al kan yapimi uzerinde direkt etkiye sahiptir. Yiksek dozda Al'nin mikrositer
anemiyi indukledigi gosterilmistir. Al, demir halkasi ve globulin sentezinde azalma ve

artmis hemolizis ile anemiye neden olmaktadir.

Kemik dokuda Al artigi dusik kemik olusum orani ve kiriklarin iyilesmesinde
gecikmeye neden olmaktadir (Kausz vd 1999). Al'nin kemik Uzerine etkisini dozaj
bagimli oldugu gdézlemlenmistir. Yiksek konsantrasyonlarda Al osteoklastlarin asit
fosfataz aktivitesini, osteoblastlarin kollajen sentezi, DNA replikasyonu, ornitin
dekarbooksidaz ve alkalen fosfataz aktivitelerini dusurirken, disik dozlarinin bu

aktiviteleri stimule ettigi géralmustur (Liaberherr vd 1987).

Soluma maruziyeti respiratuvar sistem Ulzerine olumsuz etkiler gostermektedir.
Solunum yoluyla Al'ye maruz kalan kigilerde 6ksurik, astim, akciger fibrozisi veya

pulmoner fonksiyon bozuklugu artmistir (Cabus N 2012).

Al tuzlari DNA'ya baglanabilir ve RNA, heksokinaz, asit ve alkali fosfatazlar,
fosfodiesteraz ve fosfooksidaz gibi enzimleri inhibe edebilir (Ochmanski W vd 2001).
Strong ve arkadaglarinin yaptigi calismada Al maruziyetinin glikoz kullaniminda,
serbest radikal aracili sitotoksisitede, lipit peroksidasyonunda (LPO), gen

ekspresyonunda ve protein fosforilasyonunda bozulmalara neden oldugunu
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bildirmiglerdir. Al, reaktif oksijen tirleri Gretmektedir, lipitlerin, proteinlerin ve DNA'nin

oksidatif bozulmasina yol agmaktadir (Fatma M ve El-Demerdash 2004).

2.8. Aliminyumun Testis Uzerindeki Toksik Etkileri

Erkek Ureme sistemi 6zellikle testisler ve sperm hicreleri oksidatif hasarlara
karsi cok hassastir (Martinez CL vd 2017). Hem testisler hem de sperm hucreleri, ¢oklu
doymamis yag asitleri agisindan zengindir, bu da sonu¢ olarak reaktif oksijen turleri
(ROS) ve dolayisiyla oksidatif hasarin saldirisina karsi duyarhliklarini arttirir (Martinez
CL vd 2017, Giovana MO vd 2016). Sperm igin zararli olan asiri ROS dretimi; erkek
infertilitesinin altinda yatan sebeplerdendir. (Martinez CL vd 2017). Testislerde oksidatif
stres Leydig hulcrelerinin steroidojenik kapasitesini bozabilir. Sperm hucrelerinde
oksidatif stres bu hicrelerin hareketliligini ve normal embriyonik gelismeyi destekleme
yeteneklerini etkiler (Giovana MO vd 2016). Yousef MI ve Salama AF (2009), asiri
miktarda Al alminin, hedef organlarda birikimine ve hem insanlarda hem de
hayvanlarda testikiler dokularda hasara yol actigini bildirmistir (Yousef Ml ve Salama
AF 2009).

2.9. Aliminyum ve Apopitoz

Al serbest oksijen radikallerini arttirarak DNA hasarlarina neden olup, DNA
tamir enzimlerinin etkilerini inhibe ederek apopitozu tetikler. Al, Na*/Ca*? degisimini
inhibe edip, mitokondriyal kalsiyumun asiri  birikmesini tetikleyerek hiicre
depolorizasyonuna neden olmaktadir. Mitokondri icerisinde artan Ca seviyesi sitokrom
C salinimi ile mitokondriyal permeabilite transizyon porunun agilmasina ve kaspaz
yolaginin aktivasyonu ile apopitoza neden olur (Ghribi O vd 2002, Sengiil | ve Sengll D
2012). Al'nin Bcl/Bax oranini degistiren p53’in ekspresyonunda artisa neden olarak
apopitozu tetikledigi de gorulmustur. Al endoplazmik retikulum stresini tetikleyerek,
hiicre ici Ca artigina ve Bcl2 seviyelerinde azalmaya neden olur (Dewitt DA vd 2006,
Bharathi P 2008). Ayrica Al, nikleer faktér kappa B ve gadd 153’0 aktive edip,
endoplazmik retikulumda stresi tetikledigi géralmustur (Ghribi O vd 2001). Yani Al,
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endoplazmik retikulum aracili apopitozu mitokondri iliskili veya mitokondriden bagimsiz
tetikleyebilir (Ohyagi Y vd 2013). Al ve bu elementten Uretilmis serbest radikaller
LPO’ya neden olarak hlicre zari hasari, Bax gen ekspresyonunun down-regilasyonu,
alkalin fosfataz aktivitesini azaltmasi ve siklik adenozin monofosfat rediksiyonu dahil
olmak Uzere cok c¢esitli mekanizmalarla apopitozu uyarma kabiliyeti olabilicedi
bildirilmistir (Cheraghi E vd 2017).

2.10. Vitamin E

Vitamin E (vit E) terimi, trimetil (a), dimetil (B veya y) ve monometil (5) tokoferol
gibi 8 farkli vitamin formunu kapsamaktadir (Traber MG 1999). Biyolojik olarak en aktif
olan ve dogada en bol bulunani a-tokoferoldur (Boydag BS 1998, Mammadov R 2002).

Emilim bozukluguna sahip hastalar hari¢, saglkl bireylerde vit E bagirsaklarda
hidroliz edilerek serbest formda emilir (Zingg JM 2007). Dogal olarak insan dokularinda
bulundugu gibi bitki ve hayvan dokularinda da bulunur (Negis Y vd 2005). E vitamini
bileseni olan a-tokoferol zeytin yagi, aycicedi yagi, y-tokofrol misir yagi, &-tokoferolun

onemli miktari soya fasulyesi gibi birgok bitkisel yagda bulunur (Zingg JM 2007).

Vit E vilcutta tim dokularda fakat en c¢ok da yag dokusunda depolanir.
Dokularda mitokondri ve mikrozomlar gibi zarli yapilarda, yag hicreleri, bazi endokrin
bez hicreleri ve trombositlerde yuksek diizeyde E vitamini bulunmaktadir (Murray RK
2009).

Vicutta vit E’nin emilimi yaglarin sindirimi ile birlikte yapilir. Clnkd, vit E sadece
yaglarda ve organik c¢otziculerde c¢ozulebilmektedir. Vit E’'nin tGm formlar vicuda
alindiktan sonra intestinal mukozanin fircamsi kenar hucreleri tarafindan difflizyonla
hicre igine alinir. Burada trigliserit, fosfolipit ve kolesterol ile birlikte genellikle
silomikronlara dahil olur. Silomikronlar araciligi ile lenfatik sisteme gecip buradan
Ductus Thoracicus yoluyla sistemik dolagsima katiir. Daha sonra vitaminler
silomikronlarla karacigere tasinir. Karacigerde a-tokoferol'li spesifik bir protein a-
tokoferol transfer proteini tanir ve onu ¢ok dusuk yogunluklu lipoproteinlere (VLDL)
tasir. (Montz FJ vd 1991, Aslam | vd 2000, Singh U vd 2005). VLDL'nin dolagimdaki
lipoprotein lipaz tarafindan yikimi sirasinda ortaya c¢ikan disik yogdunluklu
lipoproteinden (LDL) vit E yiksek yogunluklu lipoproteine (HDL) transfer edilir. Vit E

plazmada en ¢ok LDL’de bulunmasina ragmen yaygin olarak LDL ve HDL tarafindan
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tasinir (Elangovan N vd 2006). LDL’'nin endositozu ile hicre igine alinan vit E burada
tokoferol iligkili protein (TAP) ile birlesip a-tokoferol regllasyonunda gérev alir (Glode M
vd 1981). a-tokoferol haricindeki vit E’nin diger bilesenleri karaciger tarafindan
alikonularak karboksietil-hidroksikromanlar seklinde safra ve idrar yoluyla atilmaktadir
(Singh U vd 2005).

Tokoferol vit E’nin biyolojik olarak aktif seklidir. a-tokoferol konsantrasyonlari,
membran akiskanhdindaki veya lipitlerdeki deg@isimleri dizenlemektedir (Tengerdy RP
1990). a-tokoferol’'lin hiicre membranlarindaki yag asitlerini korumak, onun antioksidan
Ozelliklerinden biridir. Tokoferoller oksitlenebilen lipitler Gzerinde antioksidatif 6zellikler
gobstererek hiicre membran bolgelerinde spesifik reseptorleri ve sinyal yolagini
degistirirler (Traber MG vd 2007).

2.11. Vitamin E’ nin Antioksidatif Etkisi

Vitaminler, oksidatif reaksiyonlar sirasinda olusan reaktif oksijen tdrlerinin
saldirisindan su ve lipit hicre bilesenlerini korumakta veya bu oksijen tirlerinin
eliminasyonunu artirmaktadir (Ortuno J vd 2001). Fazla Uretilen reaktif oksijen tirleri
apopitoza neden olan faktérlerden biridir. Vit E, bu islemi geciktirebilir ve bunu reaktif
oksijen tirlerini baskilayarak yapar (Baldi A 2005). Vit E antioksidatif rolinl esansiyel
bir kofaktor olarak veya lipit oksidasyonunu ve onlarin zararl etkilerinin yayilmasini
onleyerek gerceklestirir. Vit E yetersizligi durumunda artan lipit peroksidasyonu vit E’'nin
esansiyel kofaktor fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (Zingg JM 2007). Vit E
yaglarda ¢ozunebilen antioksidandir ve dokularda lipoperoksitlerin sentez ve birikimine
karsl korumada énemli roll vardir. Ayrica demir birikiminden dolayi ortaya ¢ikan doku
patolojisini azaltmaktadir. Vit E blyime, Ureme, diger ve doku bUutinligindn
korunmasi gibi durumlarda antioksidatif etki gosterir (Infante JP 1999, Baldi A 2005).
Vit E en 6nemli antioksidatif etkisi serbest radikalleri temizleyerek, hiicre zari ve hiicre
ici membranlan korumaktir (Niu ZY vd 2009). Vit E membran fosfolipitlerinden veya
lipoproteinlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri tarafindan Uretilen peroksil

radikalleri (LOO) ile reaksiyona girerek lipit hiperoksit radikallerine (LOOH) indirgerler.

Vit E + LOO+*— LOOH+ E Vit

Vit E + LOOH— E Vit+ LO+ H20
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Bu biyokimyasal reaksiyon sonucunda zararli lipit peroksit radikalleri azalir ve boylece
dokular serbest radikal saldirisina karsi korunmus olur. Vit E ayrica, lipit
peroksidasyonunu dnleyerek immin yaniti da artirmaktadir (Chew BP 1996). Steroid
Ureten dokularda yogun olarak bulunan vit E lipit peroksidasyonunu onleyerek,

sitokrom p-450’ nin steroidojenik aktivitelerini korumaktadirlar (Infante JP 1999).

E vitamini, esas olarak hiicre zarlarinda bulunan 6nemli antioksidatif
molekullerden biridir. Lipit peroksidasyonu ile reaksiyonlarin kesilmesi ve molekuler
oksijenin tek degerlikli indirgenmesi ve ayni zamanda oksidatif enzimlerin normal
aktivitesi sirasinda olusan serbest radikalleri ortadan kaldirdigi disundlmektedir. Bu
radikaller, sperm mitokondrilerinde fosfolipitlerin peroksidasyonuna ve bdylece sperm
immotilitelerine yol agmaktadir. Vit E radikal temizleyici antioksidan enzimlerin tretimini
arttirmasi mumkuandidr (Mohammad K vd 2011). Birgok arastirmaci, testislerdeki
oksidatif stresin artmasini dnlemek icin vit E (a-tokoferol) dahil olmak Uzere gesitli
antioksidanlar kullanmistir. Vit E, Sertoli hicrelerinde, pakiten evresindeki
spermatositlerde, yuvarlak spermatidlerde yiksek miktarda bulunan gugclu bir
antioksidan oldugu kabul edilmistir. Ureme sisteminde, vit E aktif oksijen radikallerinin
spermatogenez Uzerindeki zararl etkilerini dnler ve bu nedenle testikiler oksidatif
stresi azaltir (Uzun FG vd 2009, Momeni HR ve Eskandari N 2012).

2.12. Hipotez

H1: Vitamin E, aliminyumun olusturdugu testis hasarinda antioksidan etkisiyle

apopitotik hiicre sayisini azaltir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlari

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
24.05.2018 tarihinde PAUHADYEK-2017/02 nolu karariyla onaylanmistir. Calismamiz
icin gerekli hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma Birimi’ nden alind..
Ortalama agirliklari 250-300 gr olan 40 haftalik 34 adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢an
kullanildi.  Tim denekler igin Onerilen optimum c¢evresel kosullar Pamukkale
Universitesi Deneysel Arastirma Birimi tarafindan saglanmistir. Calisma siresi
boyunca siganlar, uygun oda isisi (22+2°C), nem ortaminda (%60+5) ve 12 saatlik
aydinhk-karanlik periyotlari bulunan laboratuvar kosullarinda takip edildi. Sicanlarin

musluk suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemlere serbest ulasimi saglanmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda, kontrol grubunda 6 sigan, diger gruplarda 7 sigan olacak sekilde 5
grup olusturuldu.

1. Kontrol Grubu (n=6): Bu grupta bulunan si¢anlara hicbir igslem yapiimadi.

2. Sham Grubu (n=7): Bu gruptaki her bir sicana 0.2 ml distile su 4 hafta boyunca
haftada 3 kez olacak sekilde ip enjeksiyon yapildi.

3. Vitamin E Grubu (n=7): Bu gruptaki her bir sicana 500 mg/kg vit E 4 hafta
boyunca haftada 3 kez olacak sekilde ip enjeksiyon yapildi (Kutlubay R vd
2007).
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4. Al Grubu (n=7): Bu gruptaki her bir sicana 10 mg/kg Al silfat/0.2 ml distile suda
cozilerek 4 hafta boyunca haftada 3 kez olacak sekilde ip enjeksiyon yapildi.

5. Al+Vit E grubu (n=7): Bu gruptaki her bir sicana 10 mg/kg Al stilfat/0.2 ml distile
suda ve 500 mg/kg vit E 4 hafta boyunca haftada 3 kez olacak sekilde ip
enjeksiyon yapildi (Cheraghi E vd 2017).

3.3. Dokularin Alinmasi ve Testis Agirhiklarin Olcuimii

Siganlara ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin-hidroklortir (10 mg/kg) olacak sekilde
ip olarak anestezi uygulandi. Anestezi altinda hayvanlarin karin duvari acildi,
epididimis ve testisler gikartildi. Testisler ¢evre yag dokudan temizlendi ve hassas

terazi ile tartildi.

3.4. Sperm Sayimi ve Morfolojik Degerlendirme

Testisler cikartildiktan sonra, kauda epididimis alindi ve 2 ml izotonik soliisyon
icerisinde parcalandi. Solusyonda 1 damla Makler kamerasina koyuldu. Isik
mikroskopu altinda 40x buyitmede 100 karede spermler sayildi. Sperm hicrelerinin
toplam sayisi 10%/ml olarak ifade edildi.

Kauda epididimisten elde edilen sperm oOrnekleri her sican igin iki lam olarak
yayildi. Havada kurutma ile kurutulan érnekler morfolojik degerlendirme igin DIFF
QUICK metoduyla boyandi ve lamlar 1sik mikroskopunda 100x biyitmede
gorintilendi. Her lamda toplam 200 sperm hicresi incelendi ve normal, bas ve kuyruk
anormallik oranlari ylizde olarak ifade edildi. Sperm morfoloji ylizdesi = anormal (bas,

kuyruk) sperm sayi x 100 / 200.

3.5. Fiksatiflerin Hazirlanmasi

Testisleri fikse etmek igin kullandigimiz modifiye Davidson fiksatifinin (mDF)

hazirlanigi asagida verilmigtir:

%37-%40 formalin 30 ml
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%100 etanol 15 ml
Asetik asit 5ml
Distile su 50 ml

Testisleri fikse etmek icin kullandigimiz paraformaldehidin (PFA) hazirlanisi asagida

verilmigtir:
PFA 4gr
1X PBS 100 ml

PFA 60° C’ de 3 saat boyunca karistirilarak ¢oziildi ve pH 7.4 olarak ayarlandi (Wang
H vd 2016).

3.6. Fiksasyon ve Doku Takibi islemleri

Testis ¢evresindeki yag dokudan temizlendikden sonra fiksatifin nifuz etmesini
kolaylastirmak igin her iki ugta 15-20 noktadan insulin enjektora ile delikler agildi. Tim
dokular, doku-fiksatif orani 1:10'dan (g/ml) fazla olacak sekilde énce modifiye Davidson
Fiksatifinde (mDF) 3 saat boyunca fikse edildi. Sonra testisler horizontal olarak ikiye
bolindl. Testisler 6 saat mDF'de fikse edildikden sonra 18 saat boyunca
paraformaldehidde (PFA) bekletildi. Tium fiksasyon islemleri 4°C'de yapildi. Daha sonra
rutin doku takibi iglemi (Tablo 3.1) uygulanarak her sigana ait testisler parafin bloklara
gOmuldd. Her parafin bloktan 5 um’lik kesitler alindi (Wang H vd 2016).

Tablo 3. 1 Doku takibi

Kullanilan kimyasallar Uygulanan siire
mDF 6 saat
%4 PFA 18 saat
%70’ lik alkol 1 saat
%80’ lik alkol 1 saat
%95’ lik alkol 1 saat
%100’ lik alkol 1 saat
%100’ lik alkol 1 saat
Ksilen | 1 saat
Ksilen Il 1 saat
Ksilen Il 1 saat
Parafin | 1 saat
Parafin Il 1 saat
Parafin Il 1 saat
Bloklama
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Hemotoksilen/Eozin boyama yonteminin basamaklar Tablo 3.2 de gosterildigi

gibi uygulanmistir (Cil N 2014).

Tablo 3. 2 Hemotoksilen/Eozin boyama protokold.

Kullanilan kimyasallar

Uygulama siresi

Ksilen | 30 dk
Ksilen Il 30 dk
% 100’lik alkol 5 dk
%90’lik alkol 5 dk
%380’lik alkol 5 dk
%70’lik alkol 5 dk
%50’lik alkol 5 dk
Distile su 10 dk
Hemotoksilen 1.5 dk
Akar suda yilkama 1dk

Eozin 3 kere daldir ¢ikar
%50’lik alkol 2 dk

%70’ lik alkol 2 dk

%80’ lik alkol 2 dk

%90’lik alkol 2 dk

% 100’lik alkol 2 dk

Ksilen | 10 dk

Ksilen Il 10 dk

Kapatma islemi Entallan ile

3.8. Seminifer Tubul Alanlarinin ve Seminifer Epitel Kalinliginin

Hesaplanmasi

Her grup icin parafin bloklardan Leica RM-2125 Rotary Microtom cihazi ile

5 pym’lik kesitler alindi ve H/E boyama ydntemi ile boyandi. 20X buyttmede seminifer

tubdllerin transvers kesitlerinde seminifer tubdl epitel kalinligr (um) ve seminifer tubal

alani (um?) hesaplanmistir. Her gruptaki biitiin siganlarda rastgele 10 alan her alanda 4

seminifer tubdl odlgildi (Mouro GSV vd 2018).

mikroskobuna takili Olympus PP72 Digital Kamera ile incelenerek resimlendi.

Kesitler Olympus BX-51

Isik
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3.9. Modifiye Johnsen Skorlamasi

H/E ile boyanan kesitler, spermatogenezi degerlendirmek igin 1g1k mikroskobu

altinda incelenmistir. Modifiye Johnsen skorlamasi spermatogenezi siniflandirmak icin

kullanildi. Bu sistem, olgunluk sirasina goére dizenlenmis ana hicre tiplerinin

yokluguna veya varligina gore, 1 ila 10 arasinda bir o&lgekte spermatogenezin

basarisini tanimlar. Johnsen skorunun 9 veya 10 olmasi normal histolojiyi gosterir, 8

puan hipospermatogenezi gosterir, 3-7 skoru matirasyon durmasi, 2 skoru germinal

hiicre aplazisi (sadece Sertoli hiicreleri) ve 1 skoru tubdler fibrozu temsil eder.

Her testis i¢cin 30 tubul germinal epitelyumu degerlendirildi ve her bir sigan igin

modifiye Johnsen skoru hesaplandi (Erdemir F vd 2014).

1.

© ©® N o g bk~ N

=
o

Seminifer epitelyum yok.

Yalniz Sertoli hicresi var. Germinal hiicre yok.

Yalniz spermatogonia var.

Spermatid veya spermatozoa yok, birka¢ spermatosit var.

Spermatid veya spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatosit var.
Spermatozoa, ge¢ spermatid yok, birka¢ erken spermatid var.
Spermatozoa ve ge¢ spermatid yok, ¢cok sayida erken spermatid var.
Her tibulde 5 spermatozoadan daha az, birka¢ ge¢ spermatid var.

Hafif bozulmus spermatogenez, birgok ge¢ spermatid, diizensiz epitel.

. Tam spermatogonez.

3.10. TUNEL Boyama

Her gruptan 5 pm kalinhktaki kesitler polilizinli lam Gzerine alindi. Apopitoz igin

ApopTag Plus Peroxidase Gn Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, Lot: 2990142
USA) kullanildi.

1.

2.

Kesitler dnce 3 kez degistirilen ksilende 15’er dk bekletildiler ve deparafinize
edildiler.
2 kez %100’ luk alkolde 5’er dk bekletildi.

3. %95'lik alkolde 3 dk bekletildi.
4. %70'lik alkolde 3 dk bekletildi.



12.

13.
14.

15.
16.
17.

18

21.
22.
23.
24.

24

PBS sollsyonunda 5 dk yikandilar.

Proteinaz K sollisyonunda oda isisinda 15 dk bekletildi.

2 kez degistiriimis distile suda 2’'ser dk yikandilar.

%3’lik Hidrojen Peroksit (H202)'de oda isisinda 5 dk bekletildi.
2 kez degistiriimis PBS sollisyonunda 5’er dk yikandilar.

. Equilibration Buffer icinde oda i1sisinda 1 dk inkliibe edildiler.
.Kesitlere TdT enzimi uygulanarak etivde 37°C de nemli ortamda 1 saat

bekletildi.

Kesitler daha sonra Working Stop /Wash Buffer solusyonunda 15 saniye
calkalandilar ve 10 dk oda i1sisinda inkibe edildiler.

3 Kez degistiriimis PBS solusyonunda 1’er dk yikandilar.

Oda isisindaki kesitlere anti- digoxigenin peroksidaz damlatilarak oda isisinda
nemli ortamda 30 dk bekletildiler.

4 Kez degistiriimis PBS solliisyonunda oda isisinda 2’ser dk yikandilar.

Kesitlerin tzerine DAB sollisyonu damlatilarak 10 dk bekletildiler.

Kesitler 3 kez degistiriimis distile suda 1’er dk yikandi ve son olarak distile suda
5 dk bekletildi.

. ZIt boyama igin preparatlar %0.5’lik metilgreen icerisinde 10 dk bekletildi.
19.
20.

3 kez degistiriimis distile suda 30’ar saniye ¢alkalandilar.

Kesitler 3 kez degistiriimis %100’lik butandlden hizh bir sekilde calkalanarak
gecirildiler.

Ksilen | de 2 dk tutuldu.

Ksilen Il de 2 dk tutuldu.

Ksilen Il de 2 dk tutuldu.

Kesitler en son olarak entellan damlatilarak kapatildilar (Cil N 2014).

Apopitotik indeks: TUNEL metodu kullanilarak spermatojenik hiicre apoptozisi

degerlendirildi. Nukleuslari kahverengi boyananlar TUNEL pozitif hiicre olarak kabl

edildi. Her lamda 5 rasgele alan segildi. Her alanda 200 spermatojenik hiicre sayildi.

Apopitotik indeks (Al) su sekilde hesaplandi.
Al = Pozitif hiicreler x 100 / Total hiicre sayisi (Li W vd 2014).
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3.11. Metil Green Boyasinin Hazirlanmasi

0.1 M Sodyum asetat asagidaki sekilde hazirlandi:

Sodyum asetat, trihidrat 1.36 gr
Distile su 100 ml

Sodyum asetat karigtirilarak ¢6zildi ve asetik asit damlatilarak pH 4 olarak ayarlandi.

Metil green boyasinin (0.5%) hazirlanmasi:

Metil green 0.5¢r
0.1M Sodyum asetat 100 ml

Karistiricida 4 saat boyunca karistirildi ve pH 4 olarak ayarlandi.

3.12. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 24.0 paket programiyla analiz edilmigtir. Surekli degiskenler
ortalama + standart sapma, ortanca (en kig¢uk — en buyuk degerler) ve kategorik
degiskenler sayi ve yluzde olarak verilmistir. Verilerin normal dagihma uygunlugunun
incelenmesinde Shapiro Wilk testi kullanilimistir. Bagimsiz grup farkhliklarin
karsilastirimasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi (Post-hoc olarak Bonferroni

Dizeltmeli Mann Whitney U testi) kullaniimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Testis Agirhigr, Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Testis agirliklarinda gruplar arasinda anlamh bir farklihk bulunamadi. Fakat
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiinda kontrol grubuna gére Al+vit E grubunda
(p<0.05).

epididimisten alinan sperm 6rneklerinin sayimi sonucunda gruplar arasinda anlamli bir

testis agirhiginin  anlamh olarak dusuk oldugu saptandi Sicanlarin
fark bulunmadi (p>0.05). Sperm hicreleri morfolojik olarak degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlaml fark bulunmadi. Fakat Al verilen grupta diger gruplara gére normal
morfolojide sperm sayisinin daha az oldugu goéruldid (p>0.05). Gruplarin kuyruk

anomalisi oranlari birbirine yaklasik degerdeyken, bas anomalisi oranlarinin Al'li grupta

fazla oldugu goéruldi (p>0.05, Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4. 1 Testis agirligi, sperm sayisi, sperm morfolojisi yoninden gruplar arasindaki

farkhliklarin degerlendirilmesi.

L Sperm
0, 0, 0,
Bas (%) Kuyruk (%)  Normal (%) Testis agirlik (gr) sayi(10%/ml)
AO+S.S 817+6,15 37,17+8,23 54,67 +8,24 3,63+0,31 46,33 + 9,73
Kontrol in -
rMngES()m'” 8(2-18) 36(28-52) 53,5(46-70) 3,61(3,28-4,1) 48 (32-55)
Sham (0.2 A.O+S.S 843+435 3643+6,95 5514 +6,62 3,56 + 1,63 38,86 + 13,02
ml distille Med (min -
su) maks) 8(3-14) 37(26-46) 54(46-65)  3,01(2,3-7,17)  41(25-55)
Vitam AO+SS 886+46 3371+989 57,86 11,39 3,25 +0,33 -
itamin E Med i
(500mg/kg) mzks()m'” © 8(4-18) 33(16-48) 58(36-74) 3,22 (2,89 - 3,88) -
AL AO+SS 105+647 3817+9,39 51,5+1174 3,3+0,29 33,57 +9,11
(10mg/kg) mgﬁs()m'” T 95(2-20) 38(23-52) 555(33-65) 3,35(2,91-3,71) 36 (20 - 44)
AL AO+SS  7%332 3543+854 57,71%7,95 2,68 0,01 44,57 * 24,41
(10mg/kg)+ Med (min -
B 6(3-12) 32(27-53) 58(42-66) 2,72(0,78-3,64) 43 (1-78)
Vitamin E maks)
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(500mg/kg)

Gruplar 0,037*
0,824 0,873 0,514 ) 0,254
Arasi p (AL + Vit E — Kontrol)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Gruplar arasin farkliliklar Kruskal Wallis Varyans Analizi ile incelenmistir.

Sekil 4.1 Sican sperm morfolojik anormallikleri. Diff-QUICK boyama. A normal morfoloji, B
anormal bas (ok), C anormal kuyruk (ok), 100X.

4.2. Al ve Vit E’ nin testis Yapisina Etkisi

4.2.1. H/E Boyama Bulgulan

Kontrol gruplarinda hicrelerin butlinligl korundugu goéruldd. Bitin kesitlerde
germinal epiteli bltin katmanlari gérulmektedir. Hucreler arasindaki baglar saglam
olarak goruldi. Germinal epitelin butiin hicre tipleri gorildd. Limende sadece olgun
sperm hicreleri goruldi. Sham ve vitamin E grubunda kesitlerde yeryer hicreler
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arasinda kopmalar olmasina ragmen germinal epitel butinligad korundugu goéralda.
Bazi tubdllerin limenleri bos olarak goézlenirken, bazi tubul limenlerinde olgun

spermler goruldu (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Kontrol (A, Al), Sham (B, B1), Vit E (C, C1) gruplarinda testisin 11k mikroskobik
goruntusi. Germinal epitel (gift ok basi), spermatid (Sp), spermatogonyum (Sg) ve limen (L),
H/E boyanmistir. A, B, C kesitleri 20X, Al, B1, C1 kesitleri 40X buyitmede fotograflanmistir.

Aliminyum uygulanan grupta germinal epitelde yer alan hucreler arasinda
kopmalar goruldi. Bazi tibullerde germinal epitelin batin katmanlari gérilirken, bazi
tibullerde erken spermatidler goérdlmedi (Sekil 4.3). Alli grupta limende geg¢
spermatidlere ek olarak primer ve sekonder spermatositlere rastlandi. Bazi tibdllerde
Iimende eozinotik madde birikimi gozlendi (Sekil 4.3-4.5).



Sekil 4.3 Al' un olusturdugu testis hasarinin H/E go6runtisi. 40X blyitmede. Lumen (L),
spermatogonyum (Sg), kimligi belirsiz spermatojenik hiicreler (siyah ok), hicreler arasi
kopmalar (yildiz).

Sekil 4.4 AI' un olusturdugu testis hasarinin H/E goéruntlst. 20X buyutmede. Limen (L),
spermatogonyum (Sp), spermatid (Sp), germinal epitel (cift ok basi), hicreler arasi kopmalar

(yildiz).
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Al+Vit E grubunda Al'li gruptan farkli olarak kontrol grubuna benzer bir sekilde
germinal epitel tabakasi korundu ve germinal epitelin bUtin seri hicreleri goéruldo.
Hucreler arasinda baglanti genel olarak korundu. Alli gruptan farkl olarak Al+Vit E

grubunda limende sadece olgun spermler goruldi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Aliminyum (D, D1), Aliminyum+Vit E (E, E1) gruplarinda testisin 151k mikroskobik
goriintisi. Germinal epitel (cift ok basi), spermtogonyum (Sg), spermatid (Sp), spermatozoa
(Sz), kimligi belirsiz spermatojenik hicreler (siyah ok), limen (L), H/E boyanmistir. D, E kesitleri
20X, D1, E1 kesitleri 40X buyitmede fotograflanmistir.

4.2.2. Seminifer tubdl alani, epitel kalinhgi ve modifiye Johnsen
skorlamasi

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda seminifer tibidl alani sonuglar
arasinda anlamh bir farkhhk bulunmadi (Tablo 4.2, Sekil 4.6).

Tablo 4. 2 Testis kesitlerinde seminifer tibdl alan, epitel kalinh@, TUNEL apopitotik indeks,
johnsen skorlamasinin degerlendirmesi.

Gruplar Tubal alani (um?) Epitel kalinhgr (um) iﬁggfﬁgz) Johnsen skoru
AO+£S.S 71016,4 +5015,83 80,42 + 13,53 3,1+2,59 9,32 +0,25

Kontrol Med (min -

maks) 70296 (65650 - 78822) 78,46 (67 - 102,49) 2,6 (0,8-7,1) 9,23 (9,13 - 9,76)




Sham (0.2  A.O+£S.S

31

69228,2 + 2629,44 72,42 + 8,92 2,27 +1,94 8,94+0,21

ml distille Med (m|n -
su) 70197 (64673 - 71234) 70,99 (62,58 - 86,08) 1,6 (0,8-6,1) 8,9 (8,73 - 9,16)
maks)

I AO+SS 61492,2 + 8323,65 74,38 +7,3 389+1,6 9,24 +0,15
Vitamin E ]
(500mg/kg) Merga(lf;')" © 61960 (51648 - 73656) 74,6 (63,04 - 81,29) 4,1 (1,6-58) 9,23 (9,06 - 9,43)
Alimi AO+SS 61704,33 + 4571,21 64,18 + 5,19 20,57 +3,72 8,93+ 0,26

uminyum Med (min -
(10mg/kg) emafks) 62663,5 (56198 - 67767) 64,64 (55,7 - 70,58) 19,3 (17 - 26,6) 8,93 (8,56 - 9,23)
Aluminyum A0 +S.S 64641,17 + 7678,24 71,43+ 9,55 7,14 +7,55 9,03+0,4
(10mg/kg)+ d (mi
vitamnE ~ Me (If““ T 66719,5 (52376 - 75040) 69,82 (63,92 -89,85) 2,3(1-17,2) 9,2 (8,26 - 9,3)
(500mg/kg) maks)

0.004*
Gruplar arasi p 0.058 0.082 (AL - Sham, 0.063
AL - Kontrol)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Gruplar arasin farkliliklar Kruskal Wallis Varyans Analizi ile incelenmistir.

3000000

60000007

40000,004

Ortalama Alan

20000,00-

AL

Wit E AL +WitE Hontrol Sham

grup

Sekil 4.6 Ortalama seminifer tlibll alaninin grafiksel olarak gosterilmesi.
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Seminifer epitel kalinhginda anlamli bir fark gortlmedi. Fakat, ortalama epitel
kalinh@inin Al verilen grupta en disuk oldugu (64,64); Al+Vit E (74,6) grubunda kontrol
grubuna (78,46) yakin oldugu gorulda (p>0.05, Tablo 2, Sekil 4.7).

100,00

80,00

60,00

Ortalama Epitel Gap

40,00

20,00

Joo—
Haortrol Sham Wit E AL AL + Vit E
grup

Sekil 4.7 Ortalama epitel kalinliginin grafiksel olarak degerlendiriimesi.

Her testisteki spermatogenezi degerlendirmek i¢in yapilan modifiye Johnsen

skorlamasinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik gérulmedi (Tablo 2, Sekil 4.8).

10,00

8,00

&,00—]

Ortalama Jonson

4,00

2,00

Kontrol Sham Wit E Al AL+ Wit E

grup

Sekil 4.8 Ortalama Johnsen skorlamasinin grafiksel olarak gosterilmesi.
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4.3. TUNEL Bulgulari

TUNEL pozitif hiicreler AL verilen grupta Kontrol ve Sham grubuna gdre anlaml
olarak yiksek bulundu (p<0,05). Al+Vit E grubunda apopitotik hiicre sayisinin Al verilen
gruba gore az sayida olmasi ve Kontrol, Sham, Vit E gruplariyla parelellik gosteriyordu
ama anlamli degildi (p>0.05), (Tablo 4.2, Sekil 4.9, 4.10).

Qrtalama Tunnel
Q
[=]
Q
|

13 T T T T
Fortrol Sham it E AL AL+ it E

grup

Sekil 4.9 TUNEL’ ile boyanan kesitlerde apopitotik indeks sonuglarinin grafiksel olarak

gosterilmesi.

Sekil 4.10 TUNEL boya Kontrol (A), Sham (B), Vit E (C), Aliminyum (D), Aliminyum+Vit E (E)
gruplarinin testis transvers kesitlerinin TUNEL (+) hicreler (T(+)), TUNEL (-) htcreler (T(-))
gOsterilmistir (40X).
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TUNEL boyama vyapilan preparatlarda Al uygulanan grupta Ozellikle
spermatogonial hicrelerdeki apopitoz goruldi. Alinan kesitlerde bazi seminifer
tubdllerde limene bakan ylzdeki ge¢ spermatid ve spermatozoalarin TUNEL negatif
oldugu gézlendi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Al verilen grup TUNEL boyama. T(+): TUNEL pozitif hicre, T(-): TUNEL negatif
hicre, 40X.
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5. TARTISMA

Bizim calismamizda, TUNEL pozitif hiicreler AL verilen grupta Kontrol ve Sham
grubuna gére anlamli olarak yiksek bulundu (p<0,05). Bitiin gruplarla birlikte Al verilen
gruptaki bazi tubul limenlenlerinde go6rilen spermlerin TUNEL (-) olmasi bizim
calismada Al' yi 4 hafta sureyle verilmesinden dolayi; Al'nin sadece spermatogonialari

ve Oncul spermatositleri etkiledigini disundirmustar.

Farelerde yapilan 25 mg/kg’lik AlCls, dozu leydig hicrelerinde ve germ
hiicrelerinde degredasyon, tubuler atrofi, spermatogonia hucrelerinin apopitoza bagh
olimu, primer spermatosit ve mitokondride hasara neden olmustur (Abdel-Moneim AM
2013). Cheraghi ve arkadaslarinin (2017) yaptid1 ¢galismada, 28 gin boyunca sig¢anlara
ip olarak 10 mg/kg Al kloriir verilmistir. Al kloriir ile muamele edilen sicanlar diger
gruplara kiyasla TUNEL pozitif hicrelerini 6nemli ol¢ide arttigini gostermislerdir
(Cheraghi E vd 2017). Colitti ve arkadaslarinin (2000) yaptigi calismada, vit E reakif
oksijen turlerinin neden oldugu lipit peroksidasyonunu Onlemesi ve apopitozun
inhibisyonu ile iligkili Bcl-2'nin Gretimini kontrol ettigi géralmastar (Colitti M vd 2000). Al
oksidatif strese, kan testis bariyerini gegcmesine, lipit peroksidasyonunun artmasina ve
sonug olarak testisin biyolojik zarinin bozulmasina neden olmaktadir. Ote yandan
curcuminin testis lizerindeki koruyucu etkisi, Leydig hiicrelerinde ve seminifer ttibullerin
spermatojenik hicrelerinde oksidatif stres sonucunda ortaya gikan hucresel hasari ve

apopitozu inhibe ettigi gosterilmistir (Gupta SC vd 2012).

Bizim calismamizda, butin gruplar TUNEL boyama yontemi ile boyanmig
apopitotik hiicreler sayilarak Al hesaplanmistir. 10 mg/kg aliminyum siilfat dozu
uygulanan siganlarda Cheraghi ve arkadaslarinin yaptidi caligmada oldugu gibi

apopitotik hiire sayisinda artis goézlenmistir
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Semen kalitesindeki dusus, erkek Ureme sisteminin ¢evresel toksikantlar igin
ana hedeflerden biri oldugunu géstermektedir. Bu da cevresel kirleticilere gesitli disuk
dozlarda maruziyetin erkek Ureme sistemini etkiledigi anlamina gelir (Nordkap L vd
2012). Al klorir ile muamele edilen sicanlarda sperm sayisinin, hareketliligin, canlihgin,
morfolojisinin, vicut ve testis agirliklarinin anlamli olarak azaldii saptanmistir. 112
gun boyunca Al'a maruz birakilmis siganlarin kontrol gruplarina goére disuk parankima
ve testis agirhigr gozlemlenmistir (Mouro GSV vd 2017). Zhu YZ (2014) ve
arkadaglarinin  yaptigi calismada, AICls maruziyeti kontrol gruplar ile
karsilastiriidiginda testislerin ve epididimisin agirlik ve katsayilarini énemli o6l¢cide
baskilamig, bu da AICI3 maruziyetinin sicanlarda testis ve epididimisin buyumesini
engelledigini gostermektedir (Zhu YZ vd 2014). Sayed ve arkadaslarini (2015) yaptigi
¢alismada, kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, 50 mg/kg Al silfat uygulanan
sicanlarda vicut agirligi artisinda ve testis agirhginda anlamli bir disis oldugunu
gOstermislerdir. Ayrica, ¢inko silfat ve E vitamini ayri ayri veya Al intoksikasyon ile
kombinasyon halinde muamele edilen siganlarin vicut agirhdi kazanci ve testis
agirhginda bir iyilesme gostermislerdir. Hem cinko hem de Vit E’nin kombine etkisi
daha gugclu etki yaratmistir (Sayed MR 2015). Khattab ve arkadaslarinin (2010) yaptigi
galismada, Al tuzlarinin vicut adirhginda azalmaya neden oldugunu, bu azalmayi ise
gida tiketimindeki azalma ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir (Khattab HAM vd 2010).
Yang ve arkadaslarinin (2006) yaptigi calismada, 2,4 ve 8 mg/kg dozunda verilen
kadmiyum testis agirliginda, spermatidler ve leydig hiicre sayisinda azalma, Sertoli ve
inflamatir hiicre sayisinda artisa neden olmustur. Vit E ile tedavi edilen siganlarin
testis agirliklarinda, nekroz ve inflamatuar hiicre sayisinda dusis goézlenmistir (Yang H
vd 2006). Ureme organlarindaki adirhigin azalmasi, mevcut ¢alismada gézlemlenen
testosteron diizeyindeki azalmaya bagl olabilecedi gibi, si¢can testislerinde indiklenen
oksidatif hasara da bagh olabilir (El-Ashmawy IM vd 2007). Al ayrica bazi
arastirmacilar tarafindan bildirildigi tzere hem insan hem de hayvanlar Gizerinde Greme
toksisitesine sahiptir. Lobet ve arkadaslari, daha 6nce aliminyum nitratla muamele
edilen erkek fareler ile ciftlestirilien digi farelerde gebelik oraninin azaldigini
bulmuslardir. Ayrica, daha ylksek dozlarda aliminyum nitrata maruz kalan farelerin
testislerinde spermatosit ve spermatidlerin nekrozunu ve testis ve epididimal agirhigin
azaldigin1 gézlemlemiglerdir (Sayed M vd 2015). 2012 yilinda yapilan bir ¢calismada, 8
haftalik bir periyodun son 3 giiniinde gavaj yolu ile verilen Al klortr (100 mg/kg) diger
gruplarla karsilastirildiginda testis agirhiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik

goOrulmemistir (Ige SF vd 2012).
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Biz calismamizda 10 mg/kg dozunda Al silfat verdigimiz siganlarda testis agirhgi
yoninden anlamli bir farklihk goérilmedi. Fakat, Al+vit E grubunda testis agiriginin
Kontrol grubuna gére distk bulundu (p<0.05). Calismamizda her sicanin sadece
sakrifiye edildikten sonra aldigimiz testislerin agirhgini élctiik. Deney baslangicinda ve
sakrifikasyondan oénce siganlarin agirhigini élgmemis olmamizin bu sonuca neden

oldugunu dusunmekteyiz.

Sperm sayisi ve sperm morfolojisi, erkek hayvanlarda ve insanlarda Ureme
fonksiyonunu yansitmaktadir (Xia Y vd 2009). Sperm sayisi, belirli bir hacimdeki
seminal sivinin sperm icerigidir. Yousef (2009) ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, Al
Klorr 6lG spermleri arttirirken, sperm konsantrasyonunu ve motilitesini azalttigini
bulmuslardir (Yousef Ml vd 2009). Martinez ve arkadaslari (2017) insan-beslenme
seviyesinde 60 gunlik Al maruziyetinin sicanlarda sperm haraketliliginde disuse,
morfolojik olarak sperm anormalliklerine ve sperm Uretimini baskilayarak sperm
kalitesini dusirdiguna gdstermiglerdir. Bu fonsiyonel bozukluklar disik ROS Uretimi,
lipit peroksidasyonu ve Ureme organlarindaki cesitli redoks dengesizlikleriyle birlikte
gorilmektedir. Ayrica, Al maruziyetinin testis, epididimis ve prostatta RS birikiminin ve
MDA seviyesinin artmasi sonucu oksidatif stres oldusturdugunu goéstermistir (Martinez
CL vd 2017). insan spermatozoa ve seminal plazmada Al'nin yilksek konsantrasyonu,
dusuk sperm motilitesi ve canhligi ile iliskilidir (Hovatta O vd 1998, Guo C vd 2005b).
Son zamanlarda insan spermindeki Al icerigi, sperm kalitesindeki dusus ile iligkili
bulunmustur. Klein ve arkadaslarinin (2014) yaptigi ¢alismada, 62 fransiz hastada
sperm d&rnekleri incelenmis sperm sayisi disuk olan hastalarda semende ylksek
konsantrasyonda Al saptanmistir (Klein JP vd 2014). Erkek Ureme sisteminde Al
farelerde epididimal sperm sayisinda azalisa neden olmustur (Lobert JM vd 1995).
Testis iglevi ve sperm dretimi ile iliskilendirilirse agir metallerin gogunlugu zararl
bulunmus olup toksik ajan olarak davranmaktadir (Guo CH vd 2006). Metallerin,
kemirgenlerde ve insanlarda digslk semen kalitesine, anormal sperm morfolojisine ve
disik sperm sayisina neden olarak spermatogenezi etkiledigi gosterilmistir (Pizent A
vd 2012). 16 hafta boyunca her gin 34 mg/kg AICls uygulanan tavsanlarin, sperm
aktivitelerinde ve sayilarinda anlamh bir azalma oldugunu gostermiglerdir (Sun X vd
2018). Falana ve arkadaslarinin (2017), 75 mg/kg ve 150 mg/kg vicut agirhdr dozunda
aliminyum klorur tim androlojik parametrelerde (sperm sayisi, sperm motilitesi, sperm
morfolojisi ve serum testosteronu) herhangi bir degigiklik gorilmemistir. Ancak, 300
mg/kg vicut agirhgr dozunda AICI3'Un, androlojik parametrelerde azalma gézlenmigtir
(Falana B vd 2017). Mouro ve arkadaslari (2017) siganlara gavaj ile 112 giin boyunca
6.7 x 105, 3.35 x 10, 10 ve 40 mg / kg'da Al kloriire maruz birakmiglar. 40 mg/kg Al'ye
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maruz birakilmis sigcanlarda disik sperm motilitesi goérilirken diger dozlar etkili
anlamli bir sonug goérilmemistir (Mouro GSV vd 2017). Acharya ve arkadaslari (2008),
5 ve 8 hafta boyunca ip olarak uygulanan vit E’nin (100mg/kg) farelerde anlaml olarak

sperm hucre sayisini arttirdigini gézlenmistir (Acharya UR vd 2008).

Calismamizda 4 hafta boyunca, haftada 3 kez 10 mg/kg dozunda ip olarak
verilen Al sulfat verilen grupta kauda epididimisten alinan sperm o6rneklerinde sperm
sayisini ve sperm hareketliligini etkilemedigini go6zlemledik. Acharya UR ve
arkadaslarinin (2008) yaptigi ¢alismada farelerde vit E'nin sperm sayisini arttirdigini
stylemelerine ragmen, bizim galismamizda 500 mg/kg vit E uygulamasi sperm sayisini

gruplar arasinda anlamli olarak degistirmemigtir.

Sperm morfolojisinin  de@erlendiriimesi, anormal spermlerin toplam spermlere
oranidir (Yousef MI vd 2009). 128.36 mg/kg ve 256.72 mg/kg’hk AICl; maruziyeti
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda sperm sayisi azalmigtir, anormal sperm
sayisinda onemli miktarda artis goézlemlenmistir (Zhu YZ vd 2014). Arumugam ve
arkadaglarinin (2016) yaptigi calismada, sicanlara 60 gin boyunca 50 mg/kg ve 100
mg/kg Al Klorir maruz birakilmisgtir. Al klorir muamelesi, kontrol gruplari ile
kargilastiriidiginda sperm canlligi, sperm sayisi ve sperm motilitesinde azalma,
anormal sperm sayisinda ise artma oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, Al amonyum
sulfatla muamele edilen sigcanlarda (0, 50 ve 500 ppm) kauda epididimisdeki sperm
sayisi ve morfolojik olarak anormal sperm ylzdesi degismemistir (Hirata Koizumi M vd
2011). 40 mg/kg Al'ye maruz birakilmis siganlarda normal spermatozoa ve bas, orta
parca ve kuyruk anormal sperm ylzdesi agisindan gruplar arasinda fark gérulmemistir
(Mouro GSV vd 2017).

Bizim calismamizda, sperm morfolojisi kauda epidimisten alinan 6rneklerden
yapilan yayma preparatlarinda degerlendirilmistir. insan sperminden farkli olarak sican
sperm morfolojisi normal, bas ve kuyruk olarak siniflandiriimistir. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamh bir farklilik bulunamamistir.

Kutlubay (2007) yaptigi ¢alismada, siganlardaki 5 mg/kg’lik Al dozu seminifer
tubullerin germinal epitelyumlari normalden daha ince, spermatidlerin hemen hemen
hepsi yok olmus, sperm sayisi diguk ve l[imende hi¢ sperm goériulmemigtir. Hucreler
arasi baglarin koptugu, seminifer tibdl lumeninde serbest halde bircok hiicre tespit
edilmigtir. Vit E muameli gruplarda normal histoloji gézlemlenmistir (Kutlubay R vd
2007). Al toksisitesini degerlendirmek igin yapilan deneysel caligmalarda, hormonal
dengesizlik, sperm kalitesinde dusus, Ureme organlarindaki histolojik anormallikler ve

infertiliteyle alakali bulgular insan ¢alismalarini destekler sekilde bulunmustur (Ige SF
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vd 2012, Mohammad NS vd 2015). Mouro (2017) ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada,
Al'ye maruz birakilan siganlarin testis doku yapisinda, Sertoli hlcrelerinde, farkli
gelisim asamalarindaki germ hcrelerinde (spermatogonia, spermatositler, erken ve
gec¢ spermatidler) ve spermatozoa ile limende histolojik degisiklikler gézlenmemistir
(Mouro GSV vd 2018). Diger bir ¢calismada, 300 mg/kg dozunda verilen Al klortr
testiste ciddi hasara neden oldugu saptanmistir. Testis histolojik incelemede
maturasyonunu tamamlayamamig germ hucreleri ile birlikte limende spermatozoa
yoklugu gozlenmigtir (Falan B vd 2017). Bizim ¢aligmamizda da, Al'li grupta limende
gec¢ spermatidlere ek olarak primer ve sekonder spermatositler gorilmagstir. Al ile
muamele edilen sicanlarin testislerinde cinsiyet hormonlarinda ve androjen
reseptorlerinin ekspresyonunda anlamli olarak azalmaya neden oldugunu bildirilmistir
(Sun H vd 2011). Aluminyum triklordr (34 mg/kg; 25 mg/kg), sicanlarda ve farelerde
testis ve epididimisin yapisini bozmustur (Sun X vd 2018). Ige ve arkadaslar (2012)
100 mg/kg dozundaki AICl; maruziyetinin erkek siganlarda spermatogenik hiicrelerin
dejenerasyonu ve oksidatif hasara yol actigini éne surmustir (Ige SF vd 2012).
Martinez ve arkadaslarinin (2017) yaptigi calismada, Al verilen sicanlarin seminifer
tibul limeninde spermatojenik hicre sayisi azalmistir. Matir spermatojenik hicrelerin
yoklugu ya da azligiyla karakterize seminifer tibul sayisi artmistir (Martinez CL vd
2017). Yapilan bir calismada, Al siilfat ile oral olarak uygulanan sigan grubunun
histopatolojik incelemesi, testislerde belirgin degisiklikler oldugu tespit edilmistir; bu
durum, spermatogenik hucrelerde azalma ile iligkili olan seminifer tubdllerin fokal
deorganizasyonuna neden olmustur. Tubdllerin birgogunda, spermlerin eksik oldugu
gibi spermatositlerin ve spermatidlerin dejenerasyonu goértulmustiur. Ayni zamanda,
Al'ye maruz birakilmis sicanlarin ginko sulfat ve / veya E vitamini ile muamele edilmesi,
aliminyum sulfatin indukledigi histopatolojik degisikliklerde gozle gorulir bir iyilesme
go6stermistir (Sayed MR vd 2015). Al-Attar A (2011) ve arkadaslar 7 hafta boyunca
(haftada 5 kez) agir metallerin neden oldugu testis hasari tizerine vit E’'nin koruyucu
etkisini arastirmiglardir. Sonug olarak uygulanan agir metaller testis hasarina, seminifer
tibullerde spermatogonia, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve
spermlerde azalmaya neden olmustur. intraperitoneal olarak uygulanan vit E testis
hasarini, histopatolojik sonuclarinda disise neden olmus ve kontrol gruplariyla
benzerlik gbstermistir (Al-Attar A 2011).

Bizim c¢alismamizda, AI'li grupta germinal eptildeki hicreler arasindaki
kopmalarin gozlenmesi, bazi tubullerde erken spermatidlerin goérilmemesi, yapilan
diger calismalarla benzerlik gostermektedir. Al+Vit E grubunda Alli gruptan farkli

olarak Kontrol grubuna benzer bir sekilde germinal epitel tabakasi korunmustur ve
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hicrelerarasi baglantilarin saglamlastigi gérulmustar. Al'li gruptan farkh olarak Al+Vit E
grubunda limende sadece olgun spermler bulunmaktadir.

Martinez ve arkadaslarinin (2017) sicanlar Uzerinde yaptidi calismada, Al
muamelisi siganlarda seminifer tabdllerin kalinhgi kontrol grubunda 70.56 pm’den 8.3
mg/kg Al maruziyetinden sonra 53.96 pm’ye, en yilksek doz olan 100 mg/kg Al
maruziyetinden sonra ise 52.04 um’ye kadar azalmistir (Martinez CL vd 2017).
Siganlara ip olarak verilen 10 mg/kg Al dozu, seminifer tiiblllerin ¢gapinda ve germinal
epitel kalinliginda kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir azalma ile dejenerasyona ve
nekroza yol agmistir. Buna ek olarak, seminifer tibdl ¢api, germinal epitel kalinhgr ve
tibulin Iimen capi kurkumin (CUR) ile tedavi edilen siganlarda ve kontrol grubuna
benzerlik gostermigtir (Cheraghi E vd 2017). Mouro ve arkadaslarinin 2017 yilinda
yaptigi calismada, gavaj ile verilen 112 gin boyunca 6.7 x 10, 3.35 x 10%, 10 ve 40
mg / kg’lik Al dozu, seminifer tabdllerin uzunlugu, epitel kalinhgi, tibdler ¢ap, tubul
somatik indeksi gibi diger stereolojik parametreleri etkilememistir (Mouro VGS vd
2017). Athigan D (2013) ve arkadaslarin yaptidi ¢alismada, siganlarda obezite kaynakh
oksidatif hasari olusturmak igin 8 haftalik bir siire boyunca yuksek kalorili ve yag iceren
diyetle beslenmigler. Testikller dokularin histopatolojik incelemesinde, modifiye
Johnsen skorlamasi agisindan tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
gbrememiglerdir (Athgan D vd 2013).

Calismamizda, seminifer tubul epitel kalinhgi, tibdl alani ve modifiye Johnsen
skorlamasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir sonu¢ bulunamamistir.
Bu da, yapilan diger ¢calismalari destekler niteliktedir.

Onemli bir antioksidan olan vit E, hiicresel bilesenlerin oksidasyonunu ve toksik
oksidasyon Urtnlerinin olusumunu onler (Herrera E ve Barbas C 2001). Vit E eksikligi
sonucu olusan oksidatif stres normal spermatogenez ve testosteron Uretimini olumsuz
yonunde etkiler (Giovana MO vd 2016). Vit E, lipit radikallerini temizlemede etkilidir ve
membranlarda ve lipoproteinlerde lipit peroksidasyonunu dnleme isleviyle glgli bir
zincir kirici antioksidan olarak kabul edilir (Traber MG ve Atkinson 2007). Vit E bir
antioksidan olarak, spermatozoay!, reaktif oksijen turlerine ve lipit peroksidasyona karsi
koruyan ana membran koruyucularindan biri oldugunu bildirmislerdir (Yousef MI vd
2003). Rajendar B (2011) ve arkadaslarinin yaptidi ¢alismada, vit E (a-tokoferol)
muamelesi, kadmiyum ile indUklenen sican testlerinde histolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri 6nemli 6lctide azalttigini bulmuslardir (Rajendar B vd 2011). Genellikle,
vit E ve c¢inko sillfat takviyesi, Eggert-Kruss (2002) ve Vigueras-Villasenor (2011)
tarafindan bildirilen antioksidan ve serbest radikal temizleyici 6zellikleri nedeniyle

spermatojenik aktivitede onemli bir rol oynar (Eggert-Kruse W vd 2002, Vigueras-
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Villasen RM vd 2011). Ayrica, vit E'nin membranlarda bulunan coklu doymamis
yaglarin oksidasyonunu onleyen ve peroksi radikallerini stabilize eden, dolayisiyla
morfolojik testikiler degisikliklerini azaltan ve dogurganhdi destekleyen guclu bir
antioksidandir (Vigueras-Villasen RM vd 2011). Kutlubay ve arkadaslari (2007) vit E’
nin, erkek sicanlarda Al toksikasyonunun neden oldugu testikiler hasara karsi glgla bir
antioksidan etkisi oldugunu bulmuslardir (Kutlubay R 2007). Vit E’nin, total lipit ve
kolesterol seviyeleri de dahil olmak Uzere farkh biyokimyasal parametreler tizerinde Al
un toksik etkisini azalttigini ve bu etkiyi antioksidan 0Ozelliklerine bagladigini
bildirmigtirler (EI-Demerdash FM 2004). Ayrica, Zingg JM (2007), Vit E'nin, serbest
radikal ataginin erken evresindeki hlicre membranlarini koruyan lipit peroksidasyonuna
kargl ilk savunma hatti olarak kabul edildigi belirtilmistir (Zingg JM 2007). Son
zamanlarda, Vit E’nin, dioksinle muamele edilen erkek farelerde LH, FSH ve
testesteron seviyelerindeki distist ve GnRH'deki azalmayr kismen giderildigi
bildirilmistir (Yin HP vd 2011). Siganlara verilen civa klorur interstisyel dokuda 6deme,
spermatositlerde nekroza ve seminifer tibullerde histopatolojik hasara neden olmustur.
intraperitoneal olarak verilen vit E civa korlirin neden oldugu histopatolojik etkileri
azaltig1 gorilmustir (Kalender S vd 2013). Lucesoli F ve Fraga CG (1999) 6 hafta
siresince kronik demir ile indiklenen testis hasarini 200 mg/kg vit E’ nin ortadan
kaldirdigini gostermislerdir (Lucesoli F ve Fraga CG 1999). Hasanin NA (2018) ve
arkadaglari akrilamide ile indlklenen sigan testisleri Uzerine vit E'nin (400mg/kg)
koruyucu etkisini arastirmiglardir. Akrilamid ve vit E ile muamele edilen siganlarin
akrilamide maruz kalan gruba kiyasla artmis epitel ylksekligi vit E'nin koruyucu etkisini
kanittamistir (Hasanin NA vd 2018).

Yaptigimiz c¢alismada, ip olarak 500 mg/kg dozunda uygulanan vit E testis
agirhgini, sperm sayisini ve sperm morfolojisini degistirmemistir. Al maruziyetinin
seminifer tlbdllerde yaptigi hicreler arasi kopmalar, tibil [imeninde goérilen kimligi
belirsiz hicrelerin, Al+vit E gruplarda gérilmemesi vit E’nin tedavi edici etkisinin bir
gOstergesi olabilir. Ayrica, Al'ye maruz kalan sigan testislerinde TUNEL (+) apopitotik
hucre sayisinin fazla olmasi ve Al+vit E grubunda bu sayinin azalmasi vit E’nin

oksidaditif hasari azalttigina bir isarettir.
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6. SONUC

Deneysel sigan modelinde vit E’nin aliminyumun neden oldugu testis hasarinda
tedavi edici etkisi oldugunu dusiunmekteyiz. Vit E gugli bir antioksidandir. Al maruz
kalan sicanlarda yaptigimiz vit E tedavisinin apopitotik hiicre sayisini anlamli olarak
azaltmadi. Fakat, Aliminyum-+vit E verilen grupta apopitotik hiicre sayisinin az olmasi

bize gruplarin arttirilarak daha ileri galismalar yapiimasi gerekliligini gosterdi.
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